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摘要 :目的 探讨 缺 氧 微 环 境 下 鞘 氨 醇 激 酶 1(SphK1) 调 控 胶 质 瘤 细 胞 增殖 的 分 子 机 制 。 方 法 缺 氧 建立 缺 氧 模型 ;RNA 干 扰 技 
术 下 调 SphK1 的 表达 ,分 别 以 real-time PCR 及 和 蛋白 免疫 印记 方法 检测 SphK1 在 mRNA 及 和 蛋白 水 平 上 的 表达 ;CCK-8 检 测 胶 质 
瘤 细 胞 增殖 ; 流 式 细 胞 术 检测 细胞 周期 ;Fluo-3/AM 哑 育 , 激 光 共 聚焦 显微镜 检测 细胞 内 Ca* 的 动态 变化 。 结 果 SphK1 表达 下 


调 可 显著 降低 缺 氧 诱导 的 钙 内 流 , 并 在 缺 氧 条 件 下 影响 胶 质 瘤 细 胞 增殖 ; 钙 通道 激活 剂 OAG 可 减弱 SphK1 表达 下 调 引起 的 细 
胞 增殖 抑制 。 结 论 缺 氧 微 环 境 下 SphK1 可 通过 对 胞 内 钙 离 子 的 调控 影响 胶 质 瘤 的 增殖 。 
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Sphingosine kinase 1 promotes glioma cell proliferation under hypoxia via calcium 
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Abstract: Objective To investigate the role of sphingosine kinase 1 (SphK1) in regulating the proliferation of hypoxia-exposed 
glioma cells in vitro and explore the possible molecular mechanisms. Methods Human glioblastoma U87MG cells was 


transfected with specific small interfering RNA (siRNA) constructs targeting SphK1, and the efficiency of SphK1 knockdown 
was validated by real-time PCR and Western blotting. The cells transfected with SPphK1 siRNA and with a negative control 


siRNA were then exposed to 3% oxygen or 150 nmol/L CoCl; to induce hypoxia. The cell proliferation and cell cycle changes 
following the exposure were evaluated with the Cell Counting Kit-8 and flow cytometry, respectively, and the intracellular Ca 


changes were monitored using Flou-4/AM under an inverted laser scanning confocal microscope. Results SphK1 knockdown 
significantly reduced hypoxia-induced calcium reflux and suppressed the cell proliferation. Application of OAG, an activator 
of calcium channels, however, obviously enhanced the cell proliferation under hypoxia. Conclusion SphK1 Promotes the 


proliferation of glioma cells under hypoxia via regulating calcium signaling. 
Key words: sphingosine kinase 1; hypoxia; calcium signaling; glioma 


恶性 肿瘤 恶性 多 形 性 神经 胶 质 细胞 瘤 (GBM) 是 最 
常见 的 脑 部 原 发 性 肿瘤 ,发 病 率 占 颅 内 肿瘤 的 35%~ 
60% , 因 其 多 成 侵 人 袭 性 生长 手术 难以 完全 切除 ,复发 率 
极 高 平均 生存 仅 为 8~12 月 ,是 一 种 严重 危害 人 类 健康 
的 癌症 "。 以 往 研 究 发 现 胶 质 瘤 生 长 过 程 中 存在 明显 
的 缺 氧 现象 , 癌 组 织 中 存在 的 缺 氧 是 肿瘤 预后 不 良 的 指 
标 ,也 可 能 是 导致 肿瘤 细胞 增殖 .迁移 及 血管 生成 的 
素 ”。 前 期 研究 证 实 缺 氧 诱导 胶 质 瘤 细胞 中 精 氨 醇 激 
酶 1(sphingosine kinase 1,SphK1) 表 达 升 高 ,影响 胶 质 
瘤 细 胞 侵袭 性 生长”。SphKI1 作为 蛋白 激酶 可 调节 一 
种 脂 质 分 子 鞘 氮 醇 -1- 磷 酸 (sphingosine -1-phosphate， 
S1P) 的 生成 ,SIP 调 控 胞 内 钉 离 子 的 平衡 进而 影响 肿 
瘤 细 胞 的 增殖 与 迁移 也 有 报道 。 但 目前 为 止 缺 氧 
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微 环境 下 胶 质 瘤 细胞 侵袭 性 生长 的 机 制 不 明 。 本 研 
究 将 在 缺 氧 微 环 境 下 探讨 SphK1 对 胞 内 钙 稳 态 的 影 
啊 ,进一步 探讨 缺 氧 微 环 境 下 胶 质 瘤 细 胞 增殖 的 分 
子 机 制 , 可 有 助 于 深入 了 解 缺 氧 微 环 境 下 细胞 信和 号 
转 导 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 
DMEM、Lipofectamine 2000、Trizol、 胎 牛 血 清 及 
胰 酶 均 购 自 Life technology;fluo-3-AM 及 CCK-8 购 自 
dojindo;SphK 抑 制剂 SKI 、 钙 通道 激动 剂 OAG 及 氧化 
钼 (CoCl) 购 自 Sigma Aldrich; SphK1.GADPH 多 克隆 
抗体 购 自 Cell Signaling Technology; RT 试剂 盒 及 
Real-time PCR 试剂 盒 购 和 月 Takara。 
1.2 细胞 培养 
胶 质 瘤 细胞 株 U87MG 培养 于 CO, 培 养 箱 ,条 件 : 
21% 0:,5% CO,; 细 胞 接种 24 h 后 细胞 后 ,更 换 新 鲜 
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培养 基 , 进 行 缺 氧 处 理 (5% CO,,3% 0,,92% NN,) 或 
150 umol/L CoCl。 使 用 三 气 培养 箱 (Forma Scientific) 
制作 缺 氧 环境 ,最 短 可 在 10 min 内 达到 3% 0,。 新 鲜 培 
养 基 于 缺 氧 环 境 (5% CO,,3% 0,,92% N:) 预 先 贱 育 至 
少 16~24 h, 以 制备 低 氧 培养 基 。 
1.3 细胞 转 染 

转 染 步 又 简 述 如 下 :接种 细胞 ,24 h 后 达到 20%~ 
30% 汇 合 度 进行 转 染 。 使 用 lipofectamine 2000 将 干扰 
片段 siRNA 等 量 转 染 入 胶 质 瘤 细 胞 。 转 染 72 h 后 检测 
mRNA 和 和 蛋白 水 平 表 达 , 并 进行 后 续 实 验 。3 个 针对 
SphK1l 编码 区 不 同位 点 的 化 学 合成 的 siRNAs 由 
GenePharma 公司 合成 , SphKl SiRNA-1 CCUAGA 
GAGUGAGAAGUAUTT, GCGUCAUGCAUCUGU 
UCUATT; SphK1 SiRNA-2 GCGUCAUGCAUCUGU 
UCUAIT,UAGAACAGAUGCAUGACGCTT。 
1.4 CCK-8 检 测 细 胞 增殖 情况 

细胞 计数 后 ,接种 于 培养 板 中 ,施加 处 理 因 素 ; 每 
100 tL 培养 基 中 加 入 10 pL CCK-8 于 37 % 孵 育 4 h; 以 
450 nm 检测 波长 在 酶 标 仪 上 读 取 吸 光度 (4) 值 ,记录 结 
果 。 按 公式 :相对 细胞 数 (% )=[(4.-4)-4y(4.-4w]x 
100% (其 中 ,4. 为 实验 孔 ,4. 为 对 照 孔 ,4, 为 空白 孔 。) 
1.5 荧光 定量 PCR 

Trizol 提取 总 RNA, 使 用 RT 试 剂 盒 及 Real-time 
PCR 试剂 盒 进行 反 转 录 及 PCR 扩 增 。 引 物 由 Oligo6.0 
设计 ,上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公司 合成 。SphK1 上 游 引 
物 CTGGCAGCTTCCTTAACCAT ,下游 引物 TGTGC 
AGAGACAGCAGGTTCA; pB-actin 上 游 引 物 AITGG 
CAATGAGCGGTTCC, 下 游 引物 GGTAGTTTCGTG 
GATGCCACA; 使 用 Livak and Schmittgen 等 改良 的 方 
法 ,进行 基于 内 部 参照 B-actin 的 定量 分 析 , 公 式 如 下 : 

F (Fold)=2**®, A A CT=(CrrwseCraen) weno 一 
(Cire Cha ei 
1.6 蛋白 免疫 印迹 

提取 细胞 总 蛋白 ,进行 蛋白 定量 后 与 上 样 缓冲 液 混 
合 ;SDS-PAGE 电泳 后 ,将 蛋白 转移 至 PVDF 膜 上。 封 
闭 后 ,使 用 SphK1 多 克隆 抗体 (1:1000) .GAPDH 多 克 
绎 抗体 (1: 2000) ,4 用 育 过 夜 ;并 使 用 相应 HRP 标 记 
二 抗 旷 育 ,ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 检测 相应 蛋白 表达 。 
1.7 细胞 周期 检测 

收集 约 1x105 细 胞 ,PBS 漂洗 两 遍 ,以 预 冷 的 70% 
乙醇 固定 ,4 % 过 夜 。 细 胞 以 1000 r/min 离心 3 min, 彻 
底 去 除 乙醇 ,将 细胞 重 悬 于 PBS 中 ,再 以 1000 r/min 
离心 3 min, 弃 上 清 。 细 胞 重 悬 于 100 pL RNA 酶 洲 液 中 ， 
37 用 育 30 min, 再 以 1000 r/min 离心 3 min, 弃 上 清 。 
用 200 L 碘 化 两 啶 染 液 重 悬 细胞 ,室温 孵育 30 min , 流 
式 细胞 仪 检测 。 


1.8 Ca 离子 浓度 动态 变化 测定 

将 细胞 接种 于 专用 的 激光 共聚 焦 培养 四 ,尽量 使 细 
胞 分 散 ,以 利于 单 细 胞 水 平 监测 铬 浓度 。 细 胞 首先 在 培 
养 箱 内 与 10 nmol 的 ftuo-4AM 避 光 37 % 孵 育 30 min， 
孵育 完毕 后 用 HEPEs 液 漂洗 3 次 。 最 后 ,加 入 含 钙 的 
HEPEs 液 体 。 通 过 激光 共聚 焦 显 微 镜 连 续 监 测 胞 内 钙 
浓度 变化 
1.9 统计 学 分 析 

实验 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,数据 经 SPSS 17.0 
软件 包 处 理 。 多 组 样本 均 数 比较 ,使 用 单 因素 方差 分 析 
和 LSD 多 重 比较 法 。P<0.05 则 认为 存在 显著 性 差异 。 


2 结果 
2.1 RNA 和 干扰 下 调 SphK1 在 U87MG 细胞 中 的 表达 

分 别 使 用 两 个 的 针对 SphK1 不 同 编码 区 位 置 的 
siRNAS 转 染 细胞 。 转 染 后 72 h,Real-time RTPCR 显 
示 , 相 对 于 阴性 对 照 siRNA 组 ,两 个 SphK1 特异 性 的 
siRNAs: SphK1 siRNA-1 和 SphK1 siRNA-2 分别 使 
SphK1 mRNA 减少 到 18.2% 和 38.3%(P<0.05, 图 1A)。 
转 染 后 72 h, 两 个 siRNAS 分 别 使 SphK1 蛋白 减少 到 对 
照 组 的 51.0% 和 85.2%(P<0.05, 图 1B)。 
2.2 SphK1 参 与 缺 氧 诱导 的 U87MG 细胞 钙 内 流 的 调控 

U87MG 胶 质 瘤 细 胞 下 调 SphK1 表 达 后 , 钙 荧光 探 
针 Fluo-4AM 标记 细胞 内 钙 ,加 入 化 学 缺 氧 模拟 物 
CocCL 通 过 激光 共聚 焦 显 微 镜 连 续 监 测 胞 内 钙 浓 度 变 
化 ,结果 显示 SphK1 特异 性 干扰 显著 抑制 细胞 钙 内 流 
(图 2)。 
2.3 缺 氧 条 件 下 OAG 在 SphK1 调控 胶 质 瘤 细 胞 生长 中 
的 影响 

将 胶 质 瘤 细 胞 U87MG 分 为 四 组 对 照 组 .OAG 处 理 
组 (100 hmolyL) SphK 抑 制剂 SKI 处 理 组 (20 hmolL ) 
及 OAG SKI 共 处 理 组 ,细胞 置 于 3% 0; 物 理 缺 氧 或 
150 hmolL CoCl, 化 学 模拟 缺 氧 条 件 下 继续 培养 。 结 
果 显 示 : 在 3% 9O; 条 件 下 培养 对 照 组 48 .72 h 细胞 相 
对 增长 分 别 为 309.0% 、709.9% ,OAG 处 理 组 48 .72 h 
细胞 相对 增长 分 别 为 307.7% .702.4% ,SKI 处 理 组 
48 728 细胞 相对 增长 分 别 为 169.0% .355.7% ,OAG、 
SKI 共 处 理 组 48、72h 细 胞 相对 增长 分 别 为 228.7%、 
586.5% ;150 pmol/L Cocl 化 学 模拟 缺 氧 条 件 下 对 照 
组 48、72h 细胞 相对 增长 分 别 为 305.3%、709.8%， 
OAG 处 理 组 48、72 h 相对 细胞 数 分 别 为 300.5% 、 
699.7, SKI 处 理 组 48、72 h 细胞 相对 增长 分 别 为 
148.1% .377.6% ,OAG .SKI 共 处理 组 48 、72 h 细胞 相 
对 增长 分 别 为 213.6% 、521.3%。OAG 对 胶 质 瘤 的 细 
胞 生长 无 明显 影响 ,SKI 明 显 抑制 了 缺 氧 条 件 下 胶 质 
瘤 细 胞 的 生长 ,而 OAG 则 显著 减弱 了 SKI 的 抑制 效 


201712.00847V1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


* 了 016 . JSouth Med Univ 2015, 35(7): 1014-1018 http://www.j-smu.com 
A A CocCl 150 nmol/L 
121 2.5 
SCT SIRNA 
1.01 
2.0 
- 和 ——SphK1 siRNA-1 
F208 全 
2 号 
只 二 0.6 SB 
号 加 04] 4 
芭 
0.2 ] 
0.0 } 一 一 - | 


ScrsiRNA SphK] siRNA-1 SphK1 siRNA-2 


B 


Scr SphK1 SphK1 
SiRNA SiRNA-1 siRNA-2 


| * 
0.8 ; 
水 
0.4 1 
0.2 
0.0 ; 


ScrsiRNA SphK] siRNA-1 SphK1 siRNA-2 


Normalized SphK1 
写 
a 


1 RNA 干 扰 下 调 SphK1 在 U87MG 胶 质 瘤 细 胞 
中 的 表达 

Fig.l SphK1 knockdown in U87MG cells by the 
SiRNA constructs. A: SphK1 mRNA expression 
detected by real-time RT-PCR; B: SphK1 protein 
expression detected by Western blotting (B). *P< 
0.05 vs Scr siRNA (negative control). 


应 (P<0.05, 图 3)。 

为 进一步 验证 OAG 在 SphK1 调控 胶 质 瘤 细胞 生 
长 中 的 影响 ,RNA 于 扰 下 调 U87 细 胞 中 SphK1 表达 后 ， 
缺 氧 处 理 48 h, 检 测 细胞 生长 情况 。 结 果 显 示 : 在 3% 
0;, 物 理 缺 氧 条 件 下 与 对 照 的 细胞 相 比 ,SphK1 siRNA-1 
干扰 组 U87MG 细 胞 生长 明显 受 抑 制 (64.8% vs 100%)， 
而 OAG 明显 提高 干扰 处 理 组 细胞 活力 (78.7% vs 
64.8%); 在 150 nmol/L CoCl; 化 学 模拟 缺 氧 条 件 下 ,与 
对 照 的 细胞 相 比 ,SphK1 siRNA-1 干 扰 组 U87MG 细胞 
生长 明显 受 抑制 (67.4% vs 100%), 而 OAG 明 显 提 高 干 
扰 处 理 组 细胞 活力 (76.9% w 67.4%), 日 差异 均 有 显著 
统计 学 (P<0.05, 图 4)。 提 示 SphK1 的 表达 下 调 显著 抑 
制 了 U87MG 细胞 在 缺 氧 条 件 下 的 生长 ,而 OAG 则 显 
著 减 弱 了 该 抑制 效应 。 
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图 2 SphK1 表达 下 调 对 缺 氧 诱导 的 胞 内 钙 浓 度 变 
化 的 影响 

Fig.2 Calcium influx induced by hypoxia was 
attenuated by downregulation of SphK1. A: 
Cytoplasmic Ca was assessed in Fluo-4/AM-loaded 
U87MG cells; B: Bar chart showing the maximal 
elevation of the curve in Fluo-4/AM imaging. *P< 
0.05 vs Scr siRNA. 


2.4 缺 氧 条 件 下 OAG 对 SphK1 调控 胶 质 瘤 细胞 周期 的 
影响 

以 流 式 细胞 术 检 测 SphK1 表 达 下 调 对 细胞 周期 的 
影响 ,U87MG 细胞 转 染 干扰 缺 氧 处 理 48 Ph 收集 细胞 ,以 


PI 染色 上 机 检测 。 如 表 1 所 示 : 在 3% 9; 物理 缺 氧 及 


150 hmol/L CoCl; 化 学 模拟 缺 氧 条 件 下 ,阴性 对 照 组 相 
比 , 转 染 SphK1 siRNA-1 的 U87MG 细胞 处 于 G2/M 期 
的 细胞 数 均 明显 增加 (27.3% w 12.7% ,24.7% vs 
11.4% ) ;而 在 转 染 SphK1 siRNA-1 的 U87MG 细胞 中 ， 
OAG 处 理 组 细胞 处 于 G2/M 期 的 细胞 数 均 明显 增 加 
(20.3% vs 27.3% ,19.8% vs 24.7% )。 结 果 显 示 , 缺 氧 条 
件 下 SphKI1 的 表达 下 调 显著 引起 U87MG 胶 质 瘤 细 胞 
的 周期 阻 滞 于 G2/M 期 ,从 而 抑制 细胞 增殖 ;而 OAG 则 
显著 减弱 了 SphK1 的 表达 下 调 引 起 的 周期 阻 滞 。 


3 讨论 
SphKI 在 结肠 癌 .乳腺 癌 . 胶 质 瘤 等 多 种 恶性 肿瘤 
细胞 中 高 表达 ,其 高 表达 不 仅 能 刺激 细胞 生长 ,而 且 可 
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图 3 缺 氧 条 件 下 OAG 减 弱 SKI 对 胶 质 瘤 细胞 生长 的 抑制 作用 
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图 4 缺 氧 条 件 下 OAG 对 胶 质 瘤 细胞 生长 的 影响 
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Fig.4 Effect of OAG on the growth of transfected U87MG cells exposed to 3% oxygen (A) or 150 hmolL cobalt chloride (B). *P<0.05. 


表 1 缺 氧 条 件 下 (3% O:)SphKI1 的 表达 下 调 对 U87MG 细胞 的 周 
是 

期 影响 

Tab.1 Effect of SphK1 downregulation on cell cycle of U87MG 

cells under hypoxia 


Cell cycle (%) 


Group 

Gl G2/M S 
Scr siRNA 67.1+1.8 12.7 二 1.5 20.221.2 
Scr siRNA+OAG 67.8+1.1 12.8+0.9 19.4+0.9 
SphK1 siRNA-1 33.3E1:0* 27.2E1;8* 19.5+2.0 
SphK1 siRNA-1+OAG 60.5+0.9* 20.3+0.6* 19.2+0.8 


*P<0.05 vs Scr siRNA *P<0.05 vs SphK1 siRNA-1. 


以 导致 细胞 恶性 转化 , 故 SphKl 本 身 也 具有 癌 基 因 的 特 
后 。 临 床 资料 也 显示 SphKI 高 表达 的 恶性 肿瘤 患者 5 
年 生存 期 较 低 表达 的 患者 短暂 ,而 且 其 高 表达 可 以 降低 
恶性 肿瘤 细胞 对 放疗 及 化 疗 的 敏感 性 ,进一步 证 实 


一 


PT 


表 2 缺 氧 条 件 下 (150 jmol/L CoCL) SphK1 的 表达 下 调 对 
U87MG 细 胞 的 周期 影响 

Tab.2 Effect of SphK1 downregulation on cell cycle of U87MG 
cells under hypoxia 


Cell cycle (%) 
Group 
Gl G2/M S 
Scr siRNA 67.3+1.5 11.4+1.0 21.3+0.5 
Scr siRNA+OAG 66.4+1.1 12.2+0.5 21.4+0.8 
SphK1 siRNA-1 54.0+0.9* 24.7+0.8* 21.4+0.7 
SphK1 siRNA-1+OAG 59.2+1.4* 19.8+1.2* 20.9+1.8 


*P<0.05 vs Scr siRNA *P<0.05 vs SphK1 siRNA-1. 


SphK1 与 肿瘤 的 发 生 及 发 展 密切 相关 *。 以 往 及 本 课 
题 组 前 期 研究 发 现在 胶 质 瘤 常 见 的 病理 条 件 缺 氧 可 
以 诱导 胶 质 瘤 细 胞 SphKl 的 表达 增高 活性 增强 ， 
SphKI 的 高 表达 可 促进 胶 质 痛 的 增殖 ,与 恶性 胶 质 瘤 患者 


计 


201712.00847V1 


chinaXiv 


“1018s 


J South Med Univ, 2015, 35(7): 1014-1018 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


的 预后 具有 密切 相关 *”。 但 缺 氧 微 环 境 下 SphK1 如 
何 调控 胶 质 瘤 细 胞 增殖 机 制 不 明 。 

特异 性 敲 除 SphKl 基 因 ,能 够 促 发 一 系列 肿瘤 细胞 
系 发 生 凋 亡 , 并 伴随 着 蒜 碰 脂 的 衍生 物 水 平 的 显著 改 
变 ,SphK1 发 挥 癌 基因 特性 与 各 种 肿瘤 密切 相关 的 进程 
中 ,其 调节 细胞 膜 缚 磷脂 的 衍生 物 的 动态 平衡 功能 为 其 
关键 调控 因素 ”。 作 为 蛋白 激酶 SphK1 可 催化 精 氨 醇 
使 其 磷酸 化 生成 S1P, 目 前 的 研究 认为 SI1P 发 挥 生 物 学 
功能 主要 通过 两 种 方式 ,一 种 为 细胞 外 第 一 信使 ,以 自 
分 泌 或 旁 分 泌 的 方式 释放 到 细胞 外 ,与 细胞 膜 上 的 受 体 
结合 ,进而 激活 下 游 的 信号 通路 “2 ; 另 一 种 为 细胞 内 第 
二 信使 ,直接 在 细胞 内 发 挥 生 物 学 效应 ,可 影响 胞 内 钙 
离子 的 稳 态 ,但 其 作用 机 制 不 清 。 本 课题 研究 在 
缺 氧 微 环 境 下 SphKI 对 细胞 内 钙 信 和 号 的 调节 ,发 现在 胶 
质 瘤 细 胞 中 特异 性 干扰 SphKI 的 表达 显著 抑制 缺 氧 诱 
导 的 钙 离 子 内 流 ,证 实 缺 氧 微 环 境 下 SphKl 调 控 细胞 内 
钙 离 子 稳 态 。 提 示 在 缺 氧 微 环境 下 SphKl 生 理 功 能 发 
挥 与 其 下 游 分 子 S1P 调 控 的 钙 信 号 密切 相关 。 

钙 离 子 作为 一 种 信号 分 子 早 为 人 们 所 熟知 ,可 以 激 
活 下 游 细 胞 信号 通路 ,与 基因 表达 及 细胞 的 趋 化 .迁移 、 
增殖 及 凋 亡 等 均 有 密切 相关 ,调控 细胞 的 多 种 重要 的 细 
胞 生物 学 功能 ,几乎 参与 所 有 病理 生理 进程 ,在 肿瘤 的 
发 生发 展 中 也 发 挥 着 关键 作用 。 以 往 的 研究 也 发 现 
缺 氧 微 环境 可 以 诱导 钙 内 流 ,影响 细胞 内 钙 离 子 稳 态 进 
而 调控 细胞 的 多 种 重要 的 细胞 生物 学 功能 "“““。 本 课题 
研究 探讨 钙 离子 是 否 在 缺 氧 微 环 境 条 件 下 SphK1 促进 
胶 质 瘤 增殖 的 进程 中 发 挥 作用 ,结果 显示 缺 氧 微 环 境 下 
钙 通 道 激活 剂 OAG 可 以 显著 减弱 SphK1 表达 下 调 活 
性 抑制 引起 的 胶 质 瘤 细 胞 增殖 抑制 ,并 且 显 车 减弱 了 
SphK1 的 表达 下 调 引 起 G2/M 期 的 周期 阻 滞 。 提 示 钉 
信号 可 能 介 导 缺 氧 微 环境 下 SphK1 对 胶 质 瘤 细 胞 增殖 
的 调控 。 

综 上 所 述 , 缺 氧 微 环境 下 SphKl 调 控 细胞 内 钉 离 子 
稳 态 ,参与 胶 质 瘤 细 胞 增殖 的 调控 ,有 助 于 进一步 认识 
缺 氧 微 环 境 下 胶 质 瘤 细 胞 增殖 的 信号 调控 机 制 。 但 
SphK1 如何 调节 钙 信 号 ” 钙 信 和 号 激活 之 后 最 终 如 何 影 
响 细 胞 增殖 ?这 些 问 题 有 待 于 进一步 研究 。 
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